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伊 藤 博
小腸 の 阻血 ･ 再港流障害に お ける絨毛細胞の 脱落 と再増殖 の 機序 を解明す る ため , ル イ ス ラ ッ トの 上 腸 間膜動静脈 の 血
管紺子 に よ る20分間の 遮断 によ る阻血 ･ 再 潅流彼 の , 前初期遺伝子群 の
～ 種で あ る核内転写因子 c4bs と c4u nの mR N A と蛋白
の 発乳 増殖細胞核抗原 br olife r ating celln u cle ar antigen , P C N A)を用 い た細胞増殖活性 , [
15N]グリ シ ンを用 い た 蛋白合成
比速度と タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シヌ ク レ オ チ ジ ル ･ ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ (ter min al de o xyn u cle otidyltra n sfer a se, T dT) 加 ビオ チ
ン ザ オ キ シ ウリ ジ ン ー5
,
三 リ ン酸 (de o xyuri din e-5
,
一tripho $Phate, dtrrP) ニ ッ ク 末端標識(terminal de o xyn u cle otidyltr an Sfe ra s e
-
m ediated d U T P-biotin nick e nd-1abeling, T U N EI) 法を用 い た ア ポ ト
ー シス 細胞 の 出現 を経時的 に検討 した ･ 阻血 ･ 再港流群
の c:伽 と cju nの mR N Aの 発現 は, 再港流後15分で は 対照群 に比 べ それ ぞ れ 6･3倍 と4･4倍 に増加 した ･ ま た, 阻血
･ 両港流群
の 細胞増殖活性 は , 再 湛流後5分か ら4時間まで は対照群 に比 べ 有意 に増加 し, 再 瀧流後30分で は対照群 に比
べ 4倍 と な っ た ･
阻血 ･ 再港流群の 蛋白合成比速度 は, 再潅流直後 に上 昇し, 再港流後2時間か ら は 徐 々 に減少 した･ ･阻血直後と再港流後60分
を最高 に ア ポ ト ー シ ス 発現 の 克進 が認 め ら れ た . 以上 より, 転写 国子 c:伽 と c 如 の 過剰発現 が , 小腸 の 阻血
･ 再湛流後の ア
ポ ト ー シス の 発現と その 後の 蛋白合成促進 に関与 し て い る こ とが 明 らか に され た ･
Eey w o rds apopto sis, Cjbs, Cju n,ische miarr eperfusioninju ry
阻血 ･ 再港流障害 は, 血流の 途絶 に より障害さ れ た組織が 血
流 の 再開 によ りさら に 障害さ れ る現象で , 臓器移植 にお い て は ,
移植臓希 の 機能的予後 に大きな影響 を与え る因子で ある
1)2】
. 特
に小腸 で は, 阻血 時間が長くな れ ば小腸粘膜 は不可逆性 の 障害
を免れ る こ と はで きず , イ反に 阻血が 短時間で も吸収能 が障害 さ
れ る . 阻血 ･ 再液流 に よ る 組織障害 の 機序と して , 再瀧流後 に
血 管内皮や マ ク ロ フ ァ ー ジか ら 産生さ れ る化学走化性因子 に よ
り, 好中球が再港流 を受けた組織 へ 集積 して 活性化 され , 血 管
内皮細胞 へ 接着 し, さ ら に血 管外 へ 遊走 して , 細胞障害を ひき
お こ す過程 が重要であ る と考えら れ て い る=い 5). 好 中球の 集積
なら び に血 管内皮細胞 へ の 接着 と血管外 へ の 遁走 に は, サ イ ト
カ イ ン ま た は細胞間接着分子や 血管細胞凝着分子 が関与 して い
る と考え られ て い る が 6卜 8) , こ れ ら の 遺伝子 の 発現 に は転写因
子の 活性化が必要であ る .
横 内転写国子で あ る c二伽 と c二如 は 前初期遺伝子 の
一 種 で ,
D N A結合蛋白 であ る ア ク チ ベ ー タ
ー プ ロ テ イ ン ー1(a ctiv ato r
pr otein-1) を構成 し, 種 々 の 遺 伝子の 発現を制御 して い る･ 生
体外 で は 一 般 に増殖因子, 熱 シ ョ ッ ク, 放射線照射, 紫外線照
射 , 抗癌剤, リ ボ ポ リサ ッ カ ラ イ ドや 蛋白合成阻害剤 の 投与 で
転写が活性化 さ れ る こ と が 解明され て い る
9 卜 13)
. ま た , 最近 ,
肝 臓, 腎月乱 心臓 で は , 阻血 ･ 再潅流障害 に よ り cこ舟s と c丞相
の転写 が活性化さ れ る こと が 報告 され
1ヰト 16)
, 増 殖と 分化また は





序 と役割 に関する詳細 は未 だ十分 に は解明され て は い な い . そ
こ で , 本研 究で は, 小腸 の 阻血 ･ 再港流障害 にお ける絨毛細胞
の 脱落と再増殖の 機序を解明す るた め , ラ ッ ト小腸 の 阻血
･ 再
港流後の c二伽 と c二〆∽ 過剰発現の 時間的推移 と蛋白合成比速度
な ら びに アポ ト ー シ ス 細胞 の 発現を検討 した .
材料 お よび方法
1 . 阻血 ･ 再濯流 の 実施 と空腸の採取時間
体重250g前後 の ル イ ス ラ ッ トを手術24時間前 より絶食と し
た . 40m g/kgの ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル (pe ntoba rbital) の 腹腔内投
与 によ る 全身麻酔~~F に開腹 し た . トラ イ ツ m eitz) 靭帯 より回
腸終末 に い た るま で の 仝小腸を 4等分 し, 口 側 か ら2等分 目 の
1/4長 の 空腸 を用 い て 阻血 群 と対照群を作成 した . 阻血 群で は,
上 腸 間膜動脈 と 上 腸間膜静脈 を同時に 血 管紺子 を用 い て 20分
間遮断す る こ と で 阻血 し, そ の 後, 遮断 を解除 して 血 流を再開
通 させ る こ と で 再潅流と し た . 対照群 で は , 血 管紺子 に よ る血
流遮断 は行 わ な か っ た . 再 潅流直後(0分), 5分, 10分, 15分,
30分, 60分 , 2時 間 , 4時 間 , 8時 間, 1 2時 間 , 24時 間, 4 8
時 間後 に空腹を採取 し た . 実験 動物 は各時間毎 に 5匹ず つ 作
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A bbr eviatio n s: D T T, dithiothr eitol; G 3P D H, glyce r aldehyde-3-pho sphate
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ter min al de oxyn ucle od dyltr an sferas e;T U N E L, ter min al de oxyn u cle otidyltr a n sferas e
- m ediated d U T P-biotin
nitkend-1abeling
小腸阻血 ･ 再海流と cカぶ, Cカ 乃
成 し た .
∬ ･ 逆転写(re v er s etr an S Criptio n. R T)q P C Rサ ザ ン プロ ッ
ト ハ イ プリ グ イ ゼ ー シ ョ ン
各実験動物 の 小腸粘膜 か ら R N Aを抽出 した 後, 逆転 写反応
によ り作成 した cD N Aの 段 階希釈系列を作成 し, P C･R を施行 し
た . ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動後, 各P C R産物 を臭化 エ ナ ジ ウ
ム (eth idiu mbr o mide)染色に より解析 した . ま た, そ れ ぞ れ の
増幅 D NA断片 の 塩基配列 に特異的な プ ロ ー ベ を用 い た サ ザ ン
プ ロ ッ ト ハ イプ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り, 増幅 DNA 断片の
解析を行 っ た . 増幅 DN A断片量 は , そ れ ぞ れ の 放射活性値 を
対照群 の 放射活性値 で補正 した相対的な値 と して 表 し, さ ら に
Cjbsお よ び cju nの m R N A発現量は , そ れ ぞ れ の 相対的 D N A断
片量 を個 々 の ラ ッ ト グ リ セ ル ア ル デ ヒ ト3- リ ン 酸脱水素酵素
短1yc e raldehyde-3-pho sphate-dehydroge n as e, G 3P D H) の 相対
的増幅 D N A断片量 で補正 した 値と して 表 した .
1. 仝R N Aの 抽 出
R N Aの 抽 出に は イ ソ ゲ ン (IS O G E N) (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富山)
を用い た . 空腸 を 採取後, 直ち に粘膜を努刀 で 紺切 し, 1mlの
イ ソ ゲ ン (4℃)を 入れ た ホ モ ジナ イ ザ ー 用 ガ ラ ス 容 器に 移 し,
ホ モ ジ ナ イ ザ ー で破砕 , 懸 濁させ た後, 1分 間室温 に静置 した .













イ ~ 3 6 7 bp
■ト4 9 6 bp
G 3P D H静 的 碩 学 馳 十 9 84 bp
Tbtal R N A(ト噌) 1 10- 1 1 0･2 1 1 0･1 1 0-2
Fig･ 1･ So uthe rnblota n alysis ofcプわs, C4u n andglyce raldehyde-
3- pho sphatepdehydr oge n a s e(G 3 P DH) m R N A R T- P C R
produ cts fro m s erial dilutio n s ofthe cD N Are v e rsetra n s cribed
fro m the total R N Aofthe r･at s m all inte stin al m u co sa. Total
R NA(4FLg)fro mthe m u c o sa w as re v e rs etra n cri bed in cD N A
a ndthe cDN Aw a sdiluted r a ngingfr o m Xl O2 to x l a nd
a mplified by25cycle s of P C R. Total R N Aextr actio nfro mthe
ischemia/repe rfusio ngro upr espo nde r c ell(Rト =一), a nd c o ntrol
gro upre sponde r c ell(C卜 ｡). bp,ba sepair.
Table l. Estim ation of cbs, Cju n and G 3 P D Hm R N A
e xpres sio n in intestin al m u c os a1 5 min follo w l ng
ische mia/reperfusio n ofrats mall intestin e
Relativ e am o u ntratio
PCR produ ct G3 P D H
Relativ e a m o untofm RNA
C二わざ 9.88 1.5 8 6.25
C勿 乃 6.06 1.39 4.36
645
間静置 し, 4℃, 1200PX gで15分間遠心 し た . 上 宿を採取 し,
0･5mlの イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル (is opropan ol) を加え, - 20℃
で1時間静置後, 4℃, 12000× gで 10分間遠心 した . 上 宿を除
去 し た後 , 1 血の 75 %エ タ ノ ー ル (etba n ol) を加え , 撹 拝後,
4℃, 7500× gで 5分間遠心し, 再 び上 帝を除去 し10分間減圧
乾燥 し た後, 滅菌蒸留水 に溶解 した . 各R N Aの 260n mに お け
る吸光度を測定 し, 1 0 Dを40〃g/ml とし て RNA 濃度を計算し
た .
2･ プ ライ マ ー brim e r) およ び プ ロ ー ブ (probe) 用オ1) ゴ ヌ
ク レ オチ ド(01igo n u cle otide) の 作成
3 67塩基対 の ラ ッ トcjbs遺伝子 cD N Aを特異的 に増幅す る
PCR プ ラ イ マ ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ ー (687- 0 6) 5
,
-
GT A G A G C A G C T A T C T C C T G A-3, と ア ン チ セ ン ス プ ライ マ ー
(1162-1180)5
'
T C C A C A T C T G G C A C A G A G C-3,
, お よ び , プ ロ
ー
ブ と して 5
'
-GG G G G T C T G C C T G A G G C T A C C A C CC-3
,
(97 5-
10 0 0) を ラ ッ ト cイゎざ 遺伝子 cD N Aの 塩 基配列 よ り決定 し
た . 4 9 6塩基対 の ラ ッ ト crノ〟 乃 遺 伝 子 cD N Aを特異的 に増









1 8 SrR N A
観療 + 2.Z kb
轡 攣梨 十 2･7 kb
Fig･ 2･ No rthe rnblot a n alysis ofcjbs, Cju n mR N Aa nd 18S
rR N A in the r at s m a11 inte stin al m u c o s a. T he m e mbr a n e s
W e r e rehybridiz ed with a
:ほ
P-1abeled oligo n u cleotide pr obe
Spe Ci丘cforthe18SrR N Ato c o rr ectfo r v a riationinthelo ading
a ndtra n sfe r of R N A
･ IJa n eC, e O ntrOl;1a n eRL, pOStr epe rfusio n
1 5 min; 1a n e R2, PO Str epe rfu sio n 6 0 min; 1a n eR:1,













C O 5 10 1 5 3 0 6 0･ 2 4 8 12 2｣ ｣8br
Tim e after reperrusio m
Fig･ 3･ Northe rn blota n alysis ofcjbs a nd c4u n e xpr e ssio nin
the r at s m a11 intestin al m u c o s a. Data a r e m e a n s of fiv e
S ePar ate e Xpe rim e nts n o r malized with re spectto 18SrR N A
a nd e xpre s s a sthe r a也0 0foriginalvalu e s ofc:伽 o r c如 n to
C O ntrOl･ Wh ite c olu m n s, C4bs;bla ckcolu m n s, Cカn;C, CO ntr Ol.
646
A A C G A C C T T C T A C G A C GT G-3
,
と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(887-906)5
,
-G C A G C GT A T T C T G G CI 甘r G C-3
'
お よ び, プ ロ ー ブ
と して5
,
_ G C C G CA C T C C G A G C C G A AC T C G G-3
,
(674-699) を ラ
ッ ト c-ju n遺 伝 子 cD N Aの 塩 基配列 より 決定 し た ･ ま た
9 8 4塩基村 の G 3 P D H遺伝子 cD N Aを特異 的 に 増幅す る
P C R プ ラ イマ ー 上 し て セ ン ス プ ラ イ マ ー (3515 7) 5㌧
T G A A G G T C G G T G T C A A C G GH r n13
, と ア ン チセ ン ス プ ラ イ マ
ー (99 5-1016)5
,
-A T G T A G GC C A T G A G G T C C A C C A-3
'
お よ び ,
プ ロ ー ブ と し て 5
,
-ATC C A T G A C A A C m G G C A T C GT G G-3
'
(514-538)をラ ッ ト G3 P D H遺伝子 cI) N Aの 塩基配列 よ り決定 し
た . プ ロ ー ブ D N A lOpm ol に対 し 【γ -
こi2p]AJ P(Am e rsha m ,
Gr e e n wich, U S A)10FLCi, ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー ゼ 複 衝液
[50m M Tris- H Cl(pH 7.6), 10m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム (M gC12),
5m M ジチ オ トレ イト ー ル (dithiothreitol, D T T), 10m M ス ペ ル
ミ ジ ン(spe r midin e-HCl), 1m M E D T A], 1 0単位T 4 キ ナ
ー ゼ
(和光, 大 阪)お よ び滅菌蒸留水を加え全量を6〃l と し, 37 ℃で
45分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン する こ と で 5
'
末端 を標識 し た後 , ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に用 い た.
3. 逆転写(m)反応
各R N A サン プ ル 4/Lg に オ 1) ゴ (d T) プ ラ イ マ ー [01igo (dT)
16prim er】(Pe rkin Elm e rCetu s, Nor w alk, C A)1FLgを加え蒸留
水 で全量を33〃1 と し, 68 ℃ で15分間加熱後, 氷【‥ll に て 急冷 し
た . こ れ にR T反応綬衝液【50m M Tris-H Cl(pH 8.3), 75m M 塩
化カ リ ウム (K Cl), 3m M MgC12, 10m M D
′
IT】, デ オ キ シリ ボ
ヌ ク レオ チ ド混合液 (dj汀P, d C T P, d GT P, d T TP各0.5m M),
R N A分解酵素阻害因子 (ribo n u cle as einhibito r, R Na sin)
(Pr o m ega Biote c, M adis o n, US A) 2単位 , 逆 転写酵素
(M olo n ey m urin eleuke mia viru S r eV e rS etra n SC ripta se, M -M L V
RT) (Gibco, Rock vi11e, U S A)200単位 お よ び 滅菌蒸留水を加え
全量50Fll とし, 42℃で 1時間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン して cD N A を
合成 し た . さ ら に9 5℃ にて 5分間加熱 した 後, 水中 にて 急冷 し
た . 各々 の cD N A溶液50pl は R N A 4FLgか ら合成 され たもの で
D
Fig. 4. Light microsc opicim m u n o stainingfo r c-Fo s a nd cJu n pr otein sin the r at s m all inte stin e･ ㈹ In the c o ntrol gr o up, C-Fo s
im m u n oreactivityis obse rv ed atthetips of the vi11i in the c ellular n u clei(× 200). (B)In theis che mia/repe rfusio ngro up, a m a rkedc
-Fos
im muno re a ctivityis obs e rv ed in the c ellular n u Clei of the abs o rptive epithelialc ells and in the cytopla s mdif hs ely (× 200)･ (C) cJu n
im m u n orea cti vityis obse rv ed atthetips of the villiin the c ellular n uClei inthe c o ntr olgr o up(× 200)･ の)In theis che mia/reperfusio n
group,pO Sitiv eim m u n o staining ofthe cJu nis s e eni the n u cleiofthe abso rptiv e epithelialc ells and in the cytopla s mdifEu sely(× 200)･
小腸阻血 ･ 再港流と cプわぶ, C勿 兜
ある た め , R N A IFL gか ら 合成 さ れ た cD N A量 に相当す る 溶液
量 は12･5〃1 となる ･ また R N A lO
l
〃 g, 10′2/∠ g に相 当す る
cD N A溶液量は そ れ ぞ れ12.5×10l,12.5× 10"2/L=二相当す る.
こ の た め cD N A溶液の 3段階10倍希釈系列(原液, 10倍希釈液,
10
2倍 希釈液) を作成 し, そ れ ぞ れ12.5/∠1ず つ をP C R反応 に使
用 し て , 目 的 と す る m R NA の 定量化を行 っ た . ま た cjbs
m R N A お よ びc4u n mR N A発現量の 定量化 に際 し, G 3P D H は内
部コ ン トロ ー ル と して使用 した.
4. P C R反応
各々 の cD N A溶液12.5fL=二P C R反応綬衝液【10m M Tris-HCl
bH 8･3), 50m M K Cl, 1.5m M MgCl｡, 0.01 % ゼ ラチン (Sigm a,
St. Lo uis , U S A), デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液(d A T P,
dC T P, d G T P, d T rP各25 0/LM)】, セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス
プ ラ イ マ ー 各50pm ol, Taq D N Aポ 1) メ ラ ー ゼ (Pe rkin Elm e r)
1単位 お よ び 滅菌蒸留水 を加え全量3 0/∠ =こ調整 し た . こ れ に
20〃1の ミ ネラ ル オイ ル (Sigm a) を重層 さ せ , サ ー マ ル サ イ ク
ラ ー (P C 70 0) (ア ス テ ッ ク , 福岡) で P C R反応を行 っ た . 熱変
性を94℃ , 1分 間, ア ニ ー リ ン グを58 ℃, 2分 間, D N Aの 伸長
を72℃ , 2分間と し, こ れ を1 サ イ クル と して25 サ イ クル 施行
し た.
5. 増幅 D N A断片の 検出
P C R反応彼の D N A溶液 に滅菌蒸留水70/Jl と クロ ロ ホ ル ム
150/∠1を 加えて振捜 した 後, 上 層 の P C R反応溶液 を採取した .
こ の 溶 液に 10〃1の 3 M酢酸 ナ トリ ウ ム (pH 5.2)と 99% エ タ ノ
ー ル を 30 0/∠ = 恭加し ,
- 80℃ で 3 0分間放 置 し た 後 , 4℃ ,
15000× gで 20分間遠心 し, D N A を沈殿 さ せ た . こ の D N Aを
80 %エ タ ノ ー ル で 洗浄後, 減圧 乾燥 し , 試料溶解液 軋06 % ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー (br o m ophe n ol blu e), 0.0 6 % キ シ レン シ
ア ノ ー ル (Ⅹyle n e cya nol)6.7 %グリ セ ロ ー ル 鹿1yce r ol)を含む
Tris-E D T A確衝液 (10m M Tris- HCl, 1m M E D T A, pH 8.0)]9/Ll
に溶解 した . 各試料 は0.5〃 g/mlの 臭化 エ ナ ジ ウム を含 む 泳動
綬衝液 (4 0m 叫 .Tris, 2 0m M 酢 酸 ナ トリ ウ ム , 1m M E D T A,
pH 8.0) 中で , 定電圧 100V にて , 1.5 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル (aga ro se
gel) を 用い て 電気泳動を行 っ た . 泳動 後の ゲ ル は紫外線照射 1ご
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に 写真掘影を行 っ た 後, サ ザ ン 法 に 準 じて D N Aの 転写を行 っ
た . すな わ ち , 泳動終了後の ゲ ル をア ル カ リ変成液 軋5 M水酸
化ナ ト リ ウ ム (NaO H), 1.5 M塩化 ナ トl) ウム (NaCl) 川コで 30
分間振盆 しD N Aを変成 させ た 後, 中和 液(3 M NaCl, 0.5 M
Tris-H Cl, pH 7.2) 中で1 5分間の 振返 を2回線り返 した . D N A
は 20× S S Cを用い て ゲ ル か ら ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー
(Hybond-N+ nylo n m e mbra n e, Ame r sha m) に転写 し た. 転写
後の フ ィ ル タ ー に10分 間紫外線 を照射 し て D N Aの フ ィ ル タ ー
ヘ の 固定 を 強固なも の と した . フ ィ ル タ ー を ラ ビ ッ ドハ イ プ リ
グ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (Rapid hybridiz atio nbuffe r,
Ame r sha m) を満 た した ハ イ プ リ バ ッ ク (コ ス モ バ イ オ , 東 京)
内に 入 れ , 42 ℃の 恒 温水槽内で 15分間プレ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン を行 っ た . そ の 後,
=-Z
p で標 識 し た ブ ロ ー ベ を侵終漉度
が1pm ol/ml となる よう に ハ イ プ リ バ ッ ク 内 へ 投 与 し, 42 ℃の
恒温水槽内で2時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ハ イ プ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の フ ィ ル タ ー を4 2 ℃の 2 × S S C, 0.1 %
S D S溶液 で15分間2回洗浄 した 後, バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ
ー (富士 フ イ ル ム , 東京)を月]い て , P C R増幅D N A断片 に相補
的に結合 し た ブ ロ ー ベ の 放射活性 を測定 し, D N A断片 を定量
化し た.
二Ⅵr. ノ ー ザ ン プロ ッ トハ イ プリ グ イ ゼ ー シ ョ ン
R r P C R サ ザン プ ロ ッ ト法に月∃い た 同じ小腸片 か らR N A を摘
出 し, C4bsお よ び c4u n cD NAを プ ロ ー ブ と し た ノ ー ザ ン プ ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た . 同じ フ ィ ル タ ー をデ ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た 後, 18SrR N AcD N A と再 び ハ
イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 い , 得 られ た シ グナ ル を内部 コ ン ト
ロ ヤ ル と し た . そ れ ぞ れ の 放射活性値を内部 コ ン ト ロ ー ル の
18SrR N Aの 放射活性値 で補正 し, さ ら に対照群の 値 を1 と して
表 し た . こ れ に 基ず い て 小腸片 の cみ と cて〆∽ の m R N Aの 発現
を経略的に検討 した.
す な わ ち , 摘 出 し た R N A各 2 0′′∠g を ホ ル ム ア ミ ド
(fo r m a mide)と ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (fo r m aldehyde) で 変成後,
2 % ホル ム ア ル デ ヒ ド加1.5(%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 を電気泳動 し,
ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー に転写 した . メ ン プ レ ン フ ィ ル
Fig･5･ Im m u n ohisto che micalstaining ofpr olife rating celln u cle ar a ntige n(P C N A)proteinin the rats m all inte stin e. ㈱ Ⅰぷbeledc ells are
Obse rv ed in thelo w e rth irdofcry ptcellsinthe controlgro up(× 200). (B)P C N Astro ngim m u n or e activitie s ar e S e e ninthe n u cleiof the
lo w e rth irdofcry ptc ellsin theis che mia/reperfusio ngro up(× 200).
648
ク ー を風乾後, 80℃ で2時間ベ ー キ ン グ した . プ ロ
ー ブ は サ ザ
ン プ ロ ッ ト法 と 同 じ
32
p標識 cD N Aを便用 し, ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン液 【50 % ホル ム ア ミ ド, 5 × デ ン ハ ル ト (0.1 % ポ リビ
ニ ー ル ピロ リ ド ン , 0.1 %ウ シ ア ル ブ ミ ン , 0.1 %フ ィ コ
ー ル),
1 M NaCl, 10 %硫酸デ キ ス トラ ン (Dextra nSulfate), 1 %S D S,
50m M Tris (pH 7.5), 100〃 g/ml変性 サ ケ精子 DNA] 中で 20
～
24時間, 42 ℃ に てハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン し た. ハ イ プリ ダイ
ゼ ー シ ョ ン し た 後, メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー を洗浄 し, -80 ℃
で オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 っ た .
Ⅳ . 免疫組織化学染色
c:如 お よ び c功川 遺伝子産物が そ れ ぞ れ 小腸 に実際 に発硯 して
い る こ とを, 抗 c-Fo sモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 お よ び抗 cJu nモ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体を用 い た免疫組織化学染色で確認 した . ま た , 小
腸 粘膜の 細胞動態を解析す る た め, 細胞周期の Gl後期か らS期
前半 に存在する細胞増殖期関連核蛋白 であ る増殖細胞核抗原
br olikr atingc elln u cle ar an軸 en, P C N A)の 標識率を検討 した･
すなわち, 採 取 した 空腸の 一 部 を, 10 % ホル マ リ ン 液 で 固定
し, 免疫組織化学染色 に供 し た . パ ラ フ ィ ン 包埋10 % ホル マ
リ ン 固定標本 より4〃 m 切片 を3個作製 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後内
因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を不活化する ため 0.3 %過酸化水素水加
メ タ ノ ー ル に20分間浸透し, リ ン 酸綬衛生理食塩水 (pE 7.4)
帥 o sphateibuffe red sal ine, P B S) で洗浄 した. 次 に非特異的抗
原抗 体反 応 を防 止 す る た め 正常 ヤ ギ 血 清 (Dakopat ts ,
Cope nhagen, De n m a rk) に15分間反応させ た衡 100倍希釈抗
c- Fo sモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (On c oge n eRe s e a r ch Pr odu cts ,
Ca mbridge , U S A), 100倍希釈抗 c-Ju nモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(On coge n eRe se a rch Produ cts), 50倍 希釈抗 P C N Aモ ノ ク ロ
ー
ナ ル 抗体(On c oge n eRe se ar Ch Produ cts)と
一 晩4℃に て 反応 さ
せ た ∴ P B S に て洗浄 し た 後 , ビ オ テ ン 化抗 マ ウ ス IgG 抗 体
(Dakopatts) に室温で 30分間反応 させ , 次 い で ス ト レプ トア ピ
ジ ン ･ ビ オナ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体(Dakopatts) に15分
間反応 さ せ , 0 .0 4 % 3, 3' - ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン(3,3
'
-
dia min obe n zidine) (Sigm a) 溶液で発色させ た . 核 染色は 0.3 %
メ チ ル グリ ー ン に て行 っ た . 陰性 コ ン トロ ー ル に は1次抗体 と
して 非免疫 マ ウ ス 血 清を用 い , 陽性像が 得 られ な い こ とを確認
し た. P C N A標識率は 1晩管に お け る細胞核 の P C N A染色陽性
細胞の 割合で表 し, 1検体 に つ き10腺管以 上 観察 し そ の 平均値
で表 し た.
Ⅴ . 組織蛋白合成比速度
阻血 ･ 再潅流を負荷する ル イ ス ラ ッ トを 手術24時間前 より
絶食と し, 全身麻酔下 に , まず , Steige rら
24)に よ り 開発 され た
方法 に準 じて , 右 頚静脈 より外径1.1In m, 内径 0.6m m の シリ
コ ン ラ バ ー カ テ ー テ ル (ダ ウ コ ー ニ ン グ , 横 浜)を 上大静脈 に
挿入 し固定 した . そ の 後 開腹 し, 小腸 の 阻血 ･ 再 港流後直ち に,
カテ ー テ ル の 末梢側 は皮下 を通過さ せ , さ ら に背部 に固定 し た
皮膚固定器お よ び そ れ に接続 した 保護 コ イ ル 内 を通 し, 回転銀
に接続 し た. 回転鏡 は代謝ゲ ー ジ外側上 方 に 固定 し, カ テ ー テ
ル 接 続用 チ ャ ン バ ー セ ッ ト (ニ プ ロ , 大阪) で 輸液持続注 入 ポ
ン プ に接続 した . 実験動物 は各時間毎 に5匹ず つ 作成 し, カ テ
ー テ ル を装着 し た ラ ッ トは , 1匹ず つ 代 謝ゲ ー ジI和こ収容 した .
完全 絶飲食で準無拘束 と し, 【15N】 グリ シ ン 【窒素原子 の 標識膿
度98.2 %, グ リ シ ン と して の 純度99.5 %の も の (昭光通商, 東
京)】を生理食塩水 に て 最終膿度が 4mg/ml に な る よう に 溶解
し, 8m g/ 時間で持続投与 し, 阻血 ･ 再潅流後2時間, 6時間,
24時間後 に空腸粘膜と肝臓を採取 し た.
各組織約1gを用 い て , 10 % ト リク ロ ー ル 酢 酸10mlを加え,
水冷下 に て Potte r-EIv ehjem 型 オ ー ル ･ グ ラ ス ･ ホ モ ジ ナ イ ザ
ー を 用い て , 破砕 , 懸 濁 し た . 懸濁後30 00rpm で 1 0分間遠心
分離 し上 清 を 採取 し た . 次 い で , 沈撞 を2 % トリ クロ ル 酢酸 で
3回洗浄 した 後得 ら れ た 上 浦 を , 先 に採取 した 上 清 に加え, 組
織中の 遊離低分子窒素化合物 の 抽出液 と した . 抽出液お よ び 沈
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Fig. 6. Pr olife r ating c elln u cle a r a ntige n(P C NA)1abeling
indic e sfo1lo wingis che mia/r epe rfu sio n. P C NA labeling
indic e s ar e obtain eda sthepe rc e ntage ofP C N Apo sitiv e n u clei
r elativ eto thetotaln u mbe r ofcry ptc ells, a nd c alculate fro m
obs e rv atio n ofatle a stl Ocry ptsin e a ch expe rim e nt･ Ev e ry
m e a s u re m e ntis repe ated atle a ston ce and is perfo r m ed in丘ve





Table2■ Sequ e ntial fraction alpr otein synthesisrateinthe rats m all intestin alm uc o sa

























Ass ay w asperfor m ed infiv e ratsin ea ch gro up･ T he v alu es are e xpress ed asx ±S D･ Sb,
1 5N emichm e nt oftiss u e
protein;Si,






小腸阻血 ･ 再潅流 と cカぶ, C殉死
質量分析計 (A N C A- M S, Eu r ope a nScie ntific, Che shir e, U K)
を用 い て 【15N] の ア トム パ ー セ ン ト (ato m pe rc e nt) を測定した .
窒素量 お よ び 【1 5N】 の 過 剰ア ト ム パ ー セ ン トよ り , 次 に示す
Garlick ら
25)の 公式を用 い て , 蛋白合成比速度を各組織 ごと に 算
出 した . な お , 【Ⅰ
5
N】 は天 然存在比が 0.3 65 % であり, 測定値 と
天然存在比 と の 差を過剰 ア トム パ ー セ ン トと した .
Sb/Si= R/R - 1 ･ 1 - e~th t/ 1 M e▼臥 sL - 1/R - 1
た だ し, Sb は蛋白結合窒素中の 【1 5N] の 濃度, Siは遊離 ア ミ ノ
酸結合窒素中 の 【1 5N】 濃度 , R は蛋白結合窒素と遊離 ア ミ ノ酸
結合窒素の 比, tは [15N】 グリ シ ン の 注入時間 (日), Es は蛋白
合成比速度(%/日) を表す. ま た, R は Stein ら26)に 従い 80を用
い た .
軋 組織切片 を用い た ア ポ ト ー シ ス の 検 出
免疫組織化学染色 に用 い たホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋標
本より , 4/ノ m 薄切切片を作製 し, タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ ク
レ オチ ジ ル ･ ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (te r min alde o xyn u cle otidyl
tr an sfe r a s e, Td T) 加 ビオ チ ン ー デ オ キ シ ウ1) ジン ー5!一三 リ ン 醸
(de o xyu ridin e-5
'
-tripho sphate, d U TP) ニ ッ ク 末端標識(termin al
de o xyn u cle otidyltran sfe r as e- m ediated d U T P-biotin nick e nd_
1abeling, T U N EI) 法27}に て ア ポ ト ー シ ス 細胞 の 検索を行っ た .
薄切 標本 を脱 パ ラ フ ィ ン し親水衡 2 %過酸化水素水加 メ タ ノ
ー ル 液 に 室温で 20分間反応 さ せ 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ をブ
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ロ ッ ク し た . 流水 に て 水洗 し, P B S に室温で 3分間浸 し た .
20/Lg/ml プロ テ ナ ー ゼ K(Protein a s eK)(Sigm a)に て 除蛋白後,
流水 に て水洗 し, T d T緩衝液(100m M カコ ジ ル 酸 カリ ウ ム ,
2m M 塩化 コ バ ル ト (CoC12), 0.2m M D T T, pH 7.2) に3分間
浸 し た ･ 次 い で , Td T横篠 液 に 0･3 U/pI T d T(Onco r,
Gaithe r sbu rg, U S A)と 0･04n m olhLlビオナ ン 標識dt m(On c or)
を加えた T dT反応液を適量滴下 し, 各組織片に カ バ ー ガラ ス を
か け3 7 ℃の 加 湿器で 6 0分間反応 さ せ た . 次 に綬 衝液 (0.3 M
NaCl, 30mM クエ ン 酸ナ トリ ウム) に30分間浸 して Td T反応 を
停止 した . P BS で 洗浄 し , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識抗 ジ ゴ キ シ
ゲ ニ ン 抗 体(Onc or) と3 0分間反応 さ せ た . P B S で洗浄の 後,
過酸化水素水を揺加 した3, 3
,
→ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン で 発色 し,
メ チ ル グリ ー ン で核 染色を行 っ た . T dT処理 前 に カ コ ジ ル 醸
ナ ト リ ウ ム 壕 衝液 (pH 7･2) に 溶角草し た 1/1 g/ml Dn a s el
(Sigm a) 溶液 で1 0分間処理 し た組織切片を陽性 コ ン ト ロ ー ル
と し て , TdT を含 まず に T dT繚衝液 の み で 処理した組織切片
を陰性 コ ン ト ロ ー ル と し て用 い た . 1腺管 にお ける 細胞核の
T U N E L染色陽性細胞 の 軽時的な割合をア ポ ト ー シ ス 指数と し
て , 1検体 に つ き10腺管 以上 を観察 し, そ の 百分率 の 平均値で
表 し た.
Ⅶ . D N A断片化の解析
採取 し た粘膜の 山 部を切り出 し, 直ち に努刀で細 かく切り刻
Table3 ･ Sequ e ntial n
･
aCtionalprotein synthesis ratein therat liver














0.03 6 ±0. 0 3
0.11 1 ±0. 03
0.3 8 6 ±0. 1 4
0.035 ±0.0 0 5
0.0 9 7±0.0 07
0.36 4±0.0 4 l





1.51 9 ±0. 62
2.295±0.3 6 7









Fig■7･ Dete ctio n ofapopto sisfo1lo wingis che mia/repe rfu sionin the rat s m all inte stin e･ Apoptotic cells are stain ed bythete r min al
de o xyn u cle otidyltr an Sfe ra se- m ediated d U T PNbiotin nick e nd-labelingCr U N EI) m ethod･ 捕 In the c o ntrolgr o up, T U N E Lsignals ar e
O nly obse rv ed in the n u cleioftip of the vi11i(×200)･ (B)In theische mia/reperfusio ngro up,T U N E Lsign als ar edetected in the n u cleiof
abs o rptiv e epithelialc ells ex ceptthelo w e rth irdof vi11i(× 200).
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み , 1/Llを20,ulの 溶解液【50m M Tris-HCl(pⅢ 7･8), 10m M
E D T A, 0.5 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ ト1) ウム (sodiu m-
N-1au royls ar c o sin ate) (和光, 大阪), 0.5m g/ml プロ テ ナ
ー ゼ K]
に加え撹拝 し た . こ れ を, 50℃で9 0分間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン
した後 , R Nasin を1〃1加え増枠 し, さ ら に 50 ℃で 30分間イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た . こ の サ ン プ ル を1.8 % アガ ロ
ー ス ゲ ル に
て 電気泳動 し, 断片化 した D N A を臭化 エ チ ジ ウ ム で 染色 し,
ヌ ク レ オ ソ ー ム レ ベ ル で の 切 断を示す DN A ラ ダ
ー の 有無 を検
討 した .
Ⅷ . 統計学的検討
各数値 は平均値 ± 標準偏差(富 ±S D)をも っ て表 し, 平均値
の 差 の 有意差検定 ほ F検定 に よ り等分散 の 検定を行 っ た 後 ,
Stude ntの t検定を行 い , 危険率5 %未満を有意 と し た.
成 績
Ⅰ. R T- P C R サザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る ¢イbg と eJ混 沌 の
m R N A の発現
cて伽 に対する プ ライ マ ー ペ ア ー で は c:如 由来 の 367塩基対 の
増幅 D N A断片が特異的に検出され , C二物 に対す る プ ラ イ マ
ー
ペ ア ー で は c二如 由来 の 496塩基対 の 増幅D N A断片 が特異的に
検出さ れ, また G 3P D H に対す る プラ イ マ
ー ペ ア ー で は G 3 P D H
由来の 984塩基対 の 増幅 D N A断片が特異的 に検出 さ れ た . サ
ザ ン ブ ロ ツ い ＼イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法で は各 々 が 単 一 の バ
ン ドと して検出さ れ た (図1). 検出さ れ た D N A断片は , 相補結
合 した プ ロ ー ベ の 放射活性を測定する こ と で 定量化 した . 両村
数 グ ラ フ の 横軸 に鋳型 R N A量 を プ ロ ッ ト し, 縦 軸 に測定 し た
放射活性量を プ ロ ッ トす る と, 両者 は ほ ぼ直線関係 に な る と と
も に, こ の 直線 の 傾き はP C Rの タ
ー ゲ ッ ト が 同 一 の 場 合, 各
実験群周 で の 遠 い は認 め ら れ ずほ ぼ 一 定 であり, 本法 の 高 い 定
量性が示 さ れ た . ま た 遺伝子発現 の 内部 コ ン トロ ー ル と し た
G 3P D Hの 発 現量 に は各実験群間で殆 ど差 は認 め ら れ なか っ た
(結果未表示). こ れ に 基づ い て検出さ れ た D N A断片 か ら c二伽
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15分 が最大で , 阻血 群で は対照群 に比 べ て そ れ ぞ れ6.3倍, 4.4
倍 の 過剰発現 が認 め ら れ た (表1).
■Ⅱ . ノ ー ザン プロ ッ ト法 に よ る cイわざ と cJ緑 化 の m R N A の
発現
c二面 お よ び c二〆〟弗 はそ れ ぞ れ 2.2k b, 2.7 kb に単
一 の バ ン ドが
認 め ら れ , こ の 発現 は 阻血 ･ 再潅流後1 5分 を最大 とす る
一 過
性の 発現で あ っ た (図2). cjbsと c4u nの m R N Aの 経 時的な発現
を検討す る と , 阻血 ･ 再港流後15分が 最大で , 対 照群 に比 べ
そ れ ぞれ 6倍, 4倍 の 過剰発現 が認 め ら れ た (図3). こ の 結果は
ⅣトP C R サ ザン プ ロ ッ ト法 に よ る cjbsと c4u nの m R N Aの 発現の
結果 と 一 致 し た .
】肛 . 免疫組織化学染色
対照群の c-Fo sお よ び cJu n蛋白は , い ずれ も絨毛 の 先端 の 細
胞だけ, 核が 染色 さ れ た の に 対 し, 阻血
･ 再港流群で は , 吸収
上 皮細胞の 核 と細胞質が びま ん性 に染色 され , 特 に増殖帯 以外
の 細胞核が染色 され た (図4 A D).
Ⅳ . 細胞動態の解析
P C N A免疫染色で は, 対照 群で は 増殖帯 の 細胞核 に散在性 に
染色陽性所見 が認 め られ た の に対 し, 阻血 ･ 再液流群で は, 対
照群 に比 べ て 染色陽性細胞数の 明 ら か な 増加を認め た (図5 A,
B). 阻血 ･ 再港流群 の P C N A標識率 は阻血
･ 再偲流後5分か ら
4時間ま で は対照群 に比較 し て有意 な高値を示 し, 阻血
･ 両 港
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小腸阻血 ･ 再港流と c二面 , C二如 651
Ⅴ . 蛋 白合成比速度の検討
1. ′ト腸粘膜に お ける蛋白合成比速度
阻血 ･ 再 港流群 の 小腸粘膜 の 蛋白合成比速度 は一 再 潅流後2
時間を最高 に徐 々 に減少 した が , い ずれ の 時間 にお い て も対照
群に比 べ て 高く , 再 港流後6時間の 値は , 102. ± 14.8 と対照群
の 70.7± 7.6より 有意 に高 か っ た(表2).
2. 肝臓 に お ける蛋白合成比速度
両群間の 肝臓 にお ける 蛋白合成比速度 に は有意差を認めなか
っ た (表3).
Ⅵ｣ 組織切片を用 い た ア ポ ト ー シ ス の 検出
対照群 で は絨毛の 先端の 細胞 の み核 が T U N E L法 で 染色 さ れ
た が , 阻血 ･ 再港流群で は 増殖帯を除く吸収上皮細胞の 核が 染
色さ れ た (図7A, B). 1腺管 に お け る細胞核 の T U N E L染色陽
性細胞 の 割合 は , 阻血 直後 と阻血 ･ 再 湛流後60分 に最大 とな
っ た (図8).
Ⅶ . D N A断片化の解析
阻血 ･ 両港流群で は D N A ラ ダー が 認 め ら れ たが , 対照 群で
は 認め ら れ なか っ た (図9).
考 察
移植 に用 い られ る移植片 は温阻血 に引き続く冷保存 と移植後
の 再港流 に より障害を受け る. そ の 障害が 可 逆性か不可逆性か
は , 移植片の 細胞の 死 と増殖の 相対的割合 に よ るもの と考えら
れ て い る . 一 方 , 前初期遺伝子群の c二舟£と c二〆〟乃 は , 阻血 ･ 再
潅流障害時 に活性化 され 28), 再生 2 畔 期ま た は ア ポ ト ー シス 17)1 9)31)
に関与 して い る と され て い るが , そ の 詳細 に つ い て は未 だ不明
な点が多い . そ こ で , 本研究で は, 阻血 ･ 再濃流障害 にお ける
c‥伽 と c東川 の 過剰発現の 時間的推移を検討 した .
本研究 で は , Cjbs と cju nの m R N Aの 発現 は 阻血 ･ 再潜流後
15分を ピ ー ク と する 一 過性 の 発現 で , 対 照群と 比較 し て それ ぞ
れ 6.3倍 と 4.4倍 に増加 して い た. cjbs と cju nの m R N A発現量
の 比較検討を比較的操作 が簡便 な R T-P CR法を用 い て行 っ た
が , R T P C R法の 段階希釈系列を用い た 結果 が ノ ー ザ ン プ ロ ッ
ト法 に よ る定量化 の 結果 と 一 致 し た こ と に よ り , 臨床応月ヨに際
して は , R T ゼC R法 を用 い て 少量の 生 検材料 か ら 諸臓器の c二如
と c二〆〟乃 遺伝 子の 発現 を検討す る こ と も 町能 で ある と 考 え られ
る. また , こ れ ら mR N A が小腸粘膜の どの 部位で発現 して い る
か を確認す る ため に, 抗 c-Fo sと抗 cJu nモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を
用い て 免疫組織化学染色 を行 っ た . 対照 群で は絨毛の 先端 の 核
の み しか 染色さ れ なか っ た が, 阻血 ･ 再 潅流群 で は吸収 ヒ皮細
胞 の 核 と 細胞質 , 特 に 増殖帯以外 の 紺胞接が 強く染色さ れ た.
こ の 結果 は , 小腸 の 阻血 ･ 再港流障害 に より吸収上皮細胞 が変
化 を受ける こ と を示 して い る .
次 に , Cカぶ と c二′〟乃 の 活性化 の 影響 を小腸粘膜の 細胞動態 の
面 か ら 検討 した . P C N A は D N A ポ リメ ラ ー ゼ ∂ の 補助蛋白 と
し て , D N A複製時に細胞周期 の Gl期後期 と S期早期の 細胞核
内に発現す る32)33). ホ ル マ リ ン 固定標本 を用 い て の 免疫染色が
可 能で あり , その 標識率 は細胞増殖活性 を表す 一 つ の 指標 と さ
れ て い る 34)35). 阻血 ･ 再港流群 で は 増殖帯を中心 にP C N Aの 発
現が 増加 した が , こ れ は 阻血 ･ 再 湛流 を契機に増殖帯 で細胞分
裂が誘発 さ れ , D N Aの 複 製が 開始され る こ とを意味して い る.
ま た , 細 胞増殖活性 の ピ ー ク は, C=伽 と c4u nの m R N A が過剰
発現す る時間帯より遅 れ て, 阻血 ･ 再潅 流後30分 に 認め ら れ
た. さ ら に , C-Fo sと cJu n蛋白 の 免疫組織染色 に よ る発現部位
と P C N Aの 発 現の 局在が 一 致 しな か っ た . した が っ て, Cjbs と
C4u nO) mR N Aの 過剰発現と粘膜の 再生 と は 直接 に は 関係 して
い な い もの と推測 さ れる .
C二伽 と c二′〟乃 の 発 現は 移植時の グ ラ フ ト の 機能不全 や臓器障
害 の 重症度 と密接な関係 があ る と さ れ 1 4) 17-､ さ ら に cプわ5 と c-
カ偶 の 過剰発現 は ア ポ ト ー シ ス を誘導す る と の 報告もみ ら れ
る1 8 川')23)
. 本研究 で は , 阻血 ･ 再濯 流彼の 小腸 における ア ポ ト
ー シ ス 細胞 の 検出を, T U NEL法を用 い て 免疫組織学的に , ま
た, ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動法 を用 い て 生化学的 に DNAの 断
片化を解析す る こ とで 行 っ た . T U N E L法の 原理 は, D NAの 3,-
O H末端を ビ オナ ン ーd U T P とT d Tを用 い て標識する こ とで ある .
ア ポ ト ー シス 細胞が ごく わずか しか 存在 しな い 場合 で も検出可
能 であり, また 組織中の ア ポト ー シス 細 胞の 局在 や割合 まで も
が解析可能である と され てい る3畔 ) . ま た , ア ガ ロ ー ス ゲ ル の
電気泳動法 は, DN Aの ヌ ク レオ ソ ー ム 単位 で の 断片化 を検出
す るもの で あり 恥■4 Ⅲ､ 生化学的 にも阻血 ･ 再桂流群だけに DN A
ラ ダ ー が 認め られ た こ とか ら, T U N E L法は 阻血 ■ 再港流障害
に よ る ア ポ ト ー シス 細胞の 出瑛を明確 に検出 して い る と考え ら
れ る. さ らに , ア ポ ト
ー シ ス 細胞出現の 局在部位も重要であ る.
本研究 の 対照群 で は ア ポ ト ー シ ス 細胞 は絨毛の 先端に の み認め
ら れ た の に対 し, 阻血 ･ 再湛流群で は増殖帯 を除く吸収上皮細
胞全域 に認 め ら れた . アポ ト ー シ ス 細胞の 局在は免疫組織学的
に み た c-Fo sと c-Ju n蛋白 の 発現 の 局在と 一 致 し てお り, C-Fo s
と cJu nの 発現 と ア ポ ト ー シ ス 誘導 と の 関係を推測す る こ とが
可 能で ある . 一 方 , ア ポ ト ー シ ス 指数 は, 阻血 直後と両港流後
60分を ピ ー ク と して い た . 阻血 ･ 再湛流直後の アポ ト ー シ ス 細
胞 の 発硯 は, 阻血 に よ る微小循環障害に よ る もの と 推察 され ,
再 潅流後60分の ピ ー ク は主 に再液流後 に産生さ れ る 化学走化
性因子 に よ る細胞障害の 結果であ る と考え られ た . こ の 発現 は
cjbsと cju nの m R N Aの 一 過性の 過剰発現の 後 に惹起 さ れ て お
り , しか もc-Fo sと cJu n蛋白の 発現部位 は ア ポ ト ー シス 細胞 の
発現部位 と一■一 致 した . こ れ ら の 結果 は, CカJ お よ び cイ〟刀 の 発
現 と ア ポ ト ー シ ス 誘導 との 関係を さ ら に強く示唆するもの で あ
る .
一 方 , 阻血 ･ 再湛流が ア ポ トーシ ス に引き続く細胞増殖, す
な わ ち, 蛋白合成を誘導する か 否か は 重要 な問題である が , 阻
血. ･ 再潅流 後の 組織蛋白代謝を検討 し た報告 はみ られ ない . 同
位元 素 を利用 した蛋白合成比速度の 測定 に は直接法と間接法 が
ある . Ga rlick ら25)の 方法は組織中に取り込まれ た アイ ソ ト ー プ
の 量 を測定 す る 直接法で あ る. Pic o uら
●11)の ノバ去は, 代 謝終末
産物で ある 尿中窒素, 屁斗 ア ン モ ニ ア ある い は呼気中 へ の ア イ
ソ ト ー プ の 排 出量 を測定する間接法--2)で ある . 本研 究 で は,
Garlickら の 方法を用 い て 組織蛋白合成比速度 を測定 し た . 阻
血 ･ 再港流群の 小腸粘膜の 蛋白合成比速度 は い ず れの 時間に お
い て も対照群 に比 べ て 高く, 再港流後2時間を最高に徐 々 に減
少 し, 再寵流後6時間の 値は 統計学的 に有意であ っ た . した が
っ て , 小腸 の 阻血 ･ 再檻流彼の 蛋白合成 の 活性化 にもc:触 お よ
び c功用 の 活性化が関与 して い ると 考えら れ る.
以上 , 本研 究で は , 小腸の 阻血 ･ 再湛流後 に, 転写因子であ
る cjbsと cju nが m R N A お よ び蛋白 レベ ル で 過剰発現 し, 次 い
で ア ポ ト ー シス , さら に蛋白合成が促進さ れ る こ とを明ら か に
し た . 小腸移植片 の粘膜 の cカざ と c二〆捉乃 の m R N Aの 発現を検出
する こと で , 移植片 の 不可逆性変化 を組織学的または臨床病理
学的変化 より早く察知 し, 前も っ て 移植後 の 生者 と生育能力を
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知る こ とが 可能 と な る こ とか ら, 臓器移植 へ の 臨床応用が期待
され る.
結 論
小腸 の 阻血 ･ 再港流障害に お け る 絨毛細胞 の 脱落 と再増殖 の
機序 を解明する た め ､ ラ ッ ト小腸粘膜 の 阻血
･ 再 港流後 の c二如
と cイ緑循 過剰発現 の 時間的推移と蛋白合成比速度な ら び に ア ポ
ト ー シ ス 細胞の 発現を検討 し, 以 下 の 知見を得た ･
1. 阻血 ･ 再潅流後 に は転写因子cjbs と cju nの m R N A発現量
は増加 し , 再液流15分後 で は , そ れ ぞ れ 対照群の 6･3倍 と4･4
倍で あっ た .
2. 阻血 ･ 再湛流群の 細胞増殖活性 は , 再滋流後5分 か ら4時
間まで は 対照群 に比 べ 有意に増加 し, 再 湛流後30分 で は村照
群 の 4倍で あ っ た .
3. 阻血 ･ 再港流群 の 小腸粘膜 の 蛋白合成比速度 は い ずれ の
時間に お い て も対照群 に比 べ て 高く , 再潅流後2時間を最高 に
徐 々 に減少 し, 再湛流後6時間の 両群間の 差 は統計学的 に有意
であ っ た .
4. 阻血 ･ 再港流後 に は , 阻血 直後と再港涜後60分 に2峰性
を有す るア ポ ト ー シ ス 発 現の 克進 を認め た ･
以 上 よ り, 転 写 国子 c二伽 と cr励 の 過剰発現 が , 小腸 の 阻
血 ･ 再 港流彼 の ア ポ ト ー シス の 発現とそ の 彼の 蛋白合成 の 促進
に関与 して い る こ と が 明ら か に され た .
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A bstra ct
T he s equ e ntial e xpr es sio n of cjbs a nd cju n was c o mpa red with the patte rn softhre e c o e xiste ntparam e ter sin o rde rto
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N]glycine, 3)program m ed c ell dea th deter mined with
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increase in prot ein synthesis ra te wa s obser v ed 2 hou rslate r･ Apoptotic indic e s showed a peak 6 0min afte r repe rfusion ･
T he s e re sults s ug gest that the o ver e xpressio n of cjbs and cjun fo1lowing I/ Rin the sm all intestine c orrelate s with
Pr Ogra mm ed c ell de ath a ndsubs equentc e11ular r ege n e ratio n.
